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Bacillus 属、および、 Clos tridium 属の細菌が、その生活環において形成する休眠芽胞は、栄養型















Bacillus thiαminolyticus 芽胞は L-Alanine により発芽が誘導され、 D-Alanine により特異的に







B. thiαminolyticus 芽胞の L-Alanine 発牙および D-Alanine による発芽阻害について第 1 章
L-Alanine は共通して有効に作用し、 D-Alanine はこれを特異的多くの細菌芽胞の発芽に対して
L-Alanine を含むすべてに阻害することは良く知られている (1明。本芽胞の場合もその例外ではなく
の発芽誘導性を有する L- アミノ酸による発芽は D-Alanine により阻害されるので( 5 ， 6)、この性質
まず D-Alanine の L-Alanine 発芽に対する阻害機作について検討を行なった。を利用して、
本芽胞の L-Alanine 発芽( lOmM) は等モルの D-Alanine により完全に阻害されたが、その阻害機
作は反応速度論的解析から競合的措抗阻害であることが明らかとなった。また、 D-Alanine-C 14 は
1, 2) (Fi g. その作用発現部位は芽胞表面であることが判明した芽胞中にとり込まれなかったので、
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Fig.2 Incorpora tion of 14C_ D-Alanine to Spores during L-Alanine-induced Germi-
L-Ala 。ー. 14C_ D-Ala 10 mM 十
L-Ala 十-・ゐ・ : 14C-D-Ala 0.8 mM 















L-Alanine 10 mM. (0. 0667μ C/ml) ， 
つU??
Medium : D-Alanine-l-14C 




中への放射活性物質のとり込みの経l時的変化を調べた結果、発芽は約 2 分の microlag を経たのちに
。分 (L- Alanine との接触時)に最初のとり込み極大が観察され、この際、J3、速に誘導されていたが、
これはイ支減少して 2 分 f~ で最低となったが、芽J1包溶液の濁度が減少しはじめるとともに再度芽胞中
とり込み量は持続してにとり込まれ 5 分 H に第 2 のとり込み極大があり、以後やや減少するものの、
非発芽条件( ooc 、 pH 3 あるいは 100 mM O-Alanine 添加系)においては(Fig.3) 。いた
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0.8 mM). 14C_ L-Alanine (0. 0667μC/ml ， Germination : 
L-Alanine -C14 のとり込みはまったく認められなかったこと (Fig.4)、および、 Pulse label 実験の
結束 (Fig. 5) から、発芽初期における上IÎ己の特徴的なとり込みが確認された。























30 10 4 
ハリ
ハU
lncuba tion Time (M in.) 
HC-L-Alanine : 0.0667μC/ml medium. 
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Fig.5 S ignificance of the Ini tial Incorpora tiOl of llC_ L-Alanine during Ge rmina tiOl. 
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Incuba tion Time (M in.) 
Initial incubation (10 sec.) : Following incubation. 
11C_ L-Alanine o 0 L-Alal1ilC 
L-Alaninc a・. -‘ " 1 C-L-Alallﾍnc 
各種濃度の D-Alanine 共存下 L-Alanine-C14 のとり込み実験において、 o 分とり込みは 0-
Alanine 添加濃度の増加とともに減少し、発芽阻害条件下ではとり込みはもはや検出されず L-Ala­
nine の O 分とり込みと D-Alanine の発芽阻害作用止の聞には相関関係が存夜していることが lりj らか
となった (Fig.6) 。
Fig.6 lnhibitory Effect of D-Alanine on 14C-L-Alanine Incorporation to Spores 
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lncuba tion Time (M in.) 
Medium: 14C-L-Alanine (0.0667μC/ml ， 10 mM) , D-Alanine. 
本芽胞は L-Alanine 以外に L-Glu tamine , L-Valine などにより発芽が誘導されるが、これらのア
ミノ酸を用いて 10秒間芽胞を前処理したのち、集菌洗浄後 L-Alanine-C14 中保溢してとり込み実!換
を行なったところ、 0 分とり込みは検出されず、約 5 分目にのみとり込みが観察された。一方、非発
芽誘導性アミノ酸 (L-Leu ， L-Arg など)で芽胞を 10秒間前処理して、同様に L-Alanine-C14 中
保温してとり込み実験を行なった結果、 0 分と 6 分目の両時点にとり込み極大が観察された (Fig.7)。
したがってこれらは L-Alanine の 0 分とり込みは発芽誘導と密接な関係を有することを示唆するも
n斗・&円。
のであり、 initiator としての押ボタン的役割を演じているものと推察された。
Fig.7 Substitution of Germinable L-Amino Acids for the lnitial lncorporation of 
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F 0 llowing incu ba tion lnitial incubation (10 sec.) 
14C_ L-Alanine .一一一喝or L-Glu L-Arg, L-Leu , 
14C-L-Alanine 0一一一一0or L-Ser L-Val , L-G 1u tamine , 
および発芽溶液交換実験D-A1anine 経時的添加による発芽阻害効果 (Fig.8)発封守刀}明(こわける
と接触していることが必要であから、芽胞の発芽誘導には最低 2 分間 L-Alanineの結束 (Fig.9)
それ以降は L-A1anine が存在しなくても発芽は自動的に進行することが明らかとなった。、、，ノ札M'
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Germination : L-Alanin? 10 mM. 
Arrows indicate the addition of D-Alanine 100 mM. 
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Incubation Time (Min.) 
Arrows indicate the time of medium exchange. 
L-Alanine のとり込みは発牙の進行に伴なう:次(I'-J なものと2 分目以降に観察されたしたがって、
推察された口
L-Alanine のとり込み部位について発芽初期における第 3 章
2 j} If までのとり込み;ま TCA I可溶性発芽誘導に押しボタン的作用を示す O 分とり込みを含めて、
3 分 11 以降のものは、しかし、であったので、そのとり込み部{立を検討することは不可能であった。
TCA 不溶性となり発芽の進行に伴ない増加していたので (Fig.10)、第 2 のとり込み極大をノJ~ してい
とり込まれた放射活性のた発芽 4 分芽胞中の放射活性物T{の存在部位について検il;Jした。その結果、
.- ~)比 j} ( こう}Il国し85%は芽胞殻に局在していたので、 Kondo ら (10)の方法に準じて芽胞伎を特徴的♀
Resist-Alkali-soluble Fra. 1~)% ， (Tab.1)、 Paracrystal Fra. 65% , その分布を調べたところ
ant Fra. 7 %であり、電子顕微鏡による形態観察の結果と身え合せ、 L- Alanine は主として別j包位
内部のたん白質構造中に包含された形で存在しているものと推察された。
Fig.10 Incorporation of 14C-L-Alanine to TCA-Insoluble Fraction of Spores and 
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Incuba tion Time (M in.) 
Spores (仁コ)Spores were incubated with 14C-L-alanine germination medium. 
were treated with chilled 10 % TCA solution for 10 
Radioactivity : TCA-insoluble spores or spore coat fraction/whole spore 
166-
and spore coat (圃圃・)
町1111.
Table.1 Distribution of lncorporated 14C-L-Alanine in the Coat Fraction of 
Germinating Spores. 
CPM/10 mg spore Dis tribu tion 
Spore Coat 520 100.0 % 
A-Fraction * 96 18.5 
F -Fraction * 338 65.0 
R-Fraction *** 36 7.5 
Medium : 14C-L-Alanin? 0.0159μC/ml 
lncuba tion : 37 oC , 4 min. 
* A-Fraction : Alkali-soluble; * * P-Fraction : Paracrystal; * * * R-Fraction : 
Resistant Fraction. 
第 4 章 L-Alanine の発芽誘導時における代謝について
一般に細菌芽胞は種々のアミノ酸、リボシド、糖などにより発芽が誘導されるが、その際にこれらの
物質が代謝されるとの報告もある(11~ 18)。このため本芽胞の発芽誘導時における代謝の可能性につ
いて検討したが、否定的な結果を得た。すなわち、芽胞を L-Alanine-C14 含有発芽溶液中 10 秒間
pulse label したときの上清液 (Fig.11)、むよび標識化芽胞を non-label L-Alanine 中 chase し
て 2 分間保温したときの上清液 (Fig. 12) の両者について、 Dowex 50 W イオン交換カラムクロマ
トを行ない検討した結果、単離された放射活性物質は Alanine と同定された。また、 4 分発芽芽胞
より調整した芽胞殻 Paracystal Fra. の TCA 可溶画分、および TCA 不溶性画分の放射活性物
質も Alanine と同定された (Fig.13)。なお、発芽は D-Alanine により阻害されるので、 D-体への
変換の可能性はないものといえる。
Fig.11 Column Chromatography of 10 Second Pulse-labeled Germination Medium. 




OD. CPM 、C、コ-、50 富F・4ーぞぜ、ココ ﾗ 
0 。 6 30 ~ 
10 玄仏u 
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。 o 10 40 60 80 100 120 140 
Tube Number (Each tube 5 ml) 
Spores were pulse-labeled by 14C_ L-Alanine for 10 second in the germina tion 
medillm. 
Buf. 1 : 0.1 M Pyridine-Formate (pH 3.1). 
Buf.2 : 0.2 M Pyridine-Formate (pH 3.1). 
Bu f.3 : 2 M Pyridine-AcOH (pH 5. 1). 
Buf.4 : 2 M Pyridine. 




Fig.12 Column Chromatography of Germination Medium. 







o 10 40 60 80 100 120 140 
Tube Number (Each tube 5 ml). 
Spores were pulse-Iabeled b?14C-L-Alanine for 10 second then chased into 
L-Alanine medium for 2 min. 
Buf.1 : 0.1 M Pyridine-Formate (pH 3.1). 
Buf.2 : 0.2 M Pyridine-Formate (pH 3.1). 
Buf. 3 : 2 M Pyridine-AcOH (pH 5.1). 
Buf. 4 : 2 M Pyridine. 
Column : Dowex 50 W X 8 (100-200 mesh) Pyridine form. 
Fig. 13 Radiochroma togram of 14C_ L-Alanine Incorporated Spore Coat F rac tion 
(P-Fraction) . 
(AJ TCA-soluble Fraction 
• 
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Developing solvent: N-Butanol : Acetic acid: Water (4:1:5 , V/V/V). 
* TCA-insoluble fraction of P-Fraction was digested with pronase. 
一168
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B. thiαminolyticus 芽胞の発芽時 lニおける L-Alanine の挙動について検討した結果、 L-Alanine­
C14 の特徴的なとり込みを見出したので、このとり込みの発芽誘導に対する意義を明らかにするとと
もに、 D-Alanine による L-Alanine 発芽阻害機作の検討を行ない、 L-Alanine発芽機構に関する基
礎的研究を行なった。




(2) L-Alanine のとり込み部位は芽胞殻内部のたん白構造部分(主として Paracrystal Fra.) と
推定された。
(3) 発芽上清液および芽胞殻中にとり込まれた放射活性物質を検討した結果 L-Alanine と同定さ
れ、発芽誘導時における代謝の可能性は否定された。
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thiα倒的olyticus 芽胞を用い、発芽誘導物質である L-Alanine の芽胞へのとり込みを検討し、発芽過
程に 2 つの特徴あるとり込みのあることを発見した。さらに、これらとり込みの発芽における意義を
検討した結果、芽胞と接触直後のとり込みが、発芽の initia tor としての役割を果しているものと結
論した。一方、 L-Alanine 発芽に対する D-Alanine の阻害機構について検討し、芽胞表面における
両者のとり込みの競合的措抗阻害であることを推定した。
以上の研究成果は細菌芽胞の発芽開始機構解明の基礎的知見として高く評価されるものであり、よ
って本論文は薬学博士の学位を授与するに値するものと認める。
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